構造特異的ヌクレアーゼXPG及びFEN-1の構造と機能に関する研究 by サカイ, ダイスケ & 酒井, 大輔
Osaka University
Title構造特異的ヌクレアーゼXPG及びFEN-1の構造と機能に関する研究
Author(s)酒井, 大輔
Citation
Issue Date
Text Versionnone
URL http://hdl.handle.net/11094/44792
DOI
Rights
<5 >
氏 名 酒 井 大 輔
博士の専攻分野の名称 博士(薬学)
学位記番号 第 1 863 1 アEヨコ「
学位授与年月日 平成 16 年 3 月 25 日
学位授与の要件 学位規則第 4 条第 1 項該当
薬学研究科応用医療薬科学専攻
学位論文名 構造特異的ヌクレアーゼ XPG 及び FEN-1 の構造と機能に関する研究
論文審査委員 (主査)
教授花岡文雄
(高IJ査)
教授前田正知 教授山口明人 教授阿部 勝
論文内容の要旨
生命機能が正常に営まれるには、遺伝情報を担う DNA が安定に維持される必要がある。しかし、 DNA は紫外線や
各種の変異原、代謝過程において生じる活性酸素等により、絶えず損傷を受けている。これらの損傷は DNA の複製
や転写を阻害し、細胞死をもたらすと共に、突然変異の原因となる。突然変異は、遺伝情報の不安定化、ひいては癌
化や遺伝病発症の原因となっている。ヒトを含む地球上のすべての生物は、この DNA 損傷や複製エラーを修復し、
遺伝情報を安定に保ち細胞死や突然変異から生体を守るための多様な修飾酵素系を持っている。このなかでも広範な
損傷に対応し、重要な修復系とされるのが、ヌクレオチド除去修復機構 (nucleotideexcision repair ; NER) と塩基
除去修復機構 (baseexcision repair ; BER) である。
NER は、最も広範な種類の DNA損傷に対応できることを特徴としている。この機構が修復する DNA の損傷とし
ては、紫外線によるシクロブタン型ピリミジン 2 量体や 6 ・ 4 光産物、シスプラチン、コレステロールアナログ、ベン
ツピレンなど DNA上に形成された「かさだかい損傷j や、ある種の架橋剤による DNA のクロスリンクが挙げられ、
比較的大きな構造変化を伴う損傷や他の修復系で修復できない損傷を修復するとされている。
BER は、生命活動を行う上で発生する損傷塩基に対して、修復を行う機構である。脱アミノ反応による DNA 二本
鎖上でのシトシンのウラシル化、アデニンのヒポキサンチン化、グ、アニンのキサンチン化された塩基、電離放射線や
MMS などでアルキル化された塩基、炭素二重結合が一重結合に変わった塩基などは、それぞれの基質に特異的な
DNA グリコシラーゼにより BER で修復される。アデニンやグアニンの自発的脱プリン化などにより非常に頻繁に生
じる塩基脱落部位や酸素ラジカルにより生ずるニックも BER の中間体であることから、 BER によって修復される。
一般的にこれらの損傷は、ごく自然状態で発生すると言われており、フリーラジカルによる損傷のみでも 1 日に細胞
あたり数千個単位で発生しているため、本修復機構は生体内において頻繁に生じる塩基損傷を、速やかに修復する修
復系であると考えられている。
NER 過程の中で、損傷部位の 3明!Jの切断を行うエンドヌクレアーゼとして機能していることが知られている XPG
は、 XP-G 群患者の紫外線感受性の高さや、 XPG 遺伝子欠損ホモ接合体マウスは致死となること等から、 NER だけ
でない生命維持に必須な機能を担っている非常に重要なタンパク質として盛んに研究が行われている。
XPG は、生物種間で高度に保存された領域を持つことが知られている。 N-末端から 100 アミノ酸程度からなる N­
ドメインと、中央付近に存在する 120 アミノ酸程度の 1-ドメインである。この 2 つの領域を持つヌクレアーゼは各生
? ???
物種に見られ、それらは全て XPG ヌクレアーゼスーパーファミリーと呼ばれる。そのファミリーの中に、 DNA複製
においてラギング鎖上の岡崎フラグメント同士の結合時に、 RNase H と共にプライマ-RNA の切断・除去に関与し
ているヒトのタンパク質の FEN-l がある。
これまでに、 XPG は、 NER で損傷部位の 3'側の切断を担っているだけでなく、 BER の 2価性 DNA グリコシラー
ゼである NTHl の活性を促進していることが分かつている。また、 FEN-l は、ラギング鎖における DNA 複製にお
いて、重要な役割を担っている以外にも、 BER のロングパッチ経路において、損傷部位の切り出しに関与しているこ
とが知られている。この 2 つのヒトの構造特異的エンドヌクレアーゼが、ほぼ同じ活性を持ちながら、見事に使い分
けがされていることに着目した。本研究では、活性中心と考えられている N- ドメインと 1- ドメインの 2 つを組換えた
キメラタンパク質を作成することで、それぞれの使用方法の違い、ひいては基質認識に影響する領域についての検討
を行った。
キメラタンパク質の作成においては、 N- ドメインと 1- ドメインを中心にし、 FEN-l は 2 つの断片に、 XPG は N­
ドメインと 1- ドメインをつなぐ領域を含めた 3 つの断片にし、それぞれを組み合わせることで、 6 種のキメラタンパ
ク質を作製した。これに、 XPG と FEN-l を併せて、全部で 8 種類のタンパク質に関して、実験を行った。
それぞれのキメラタンパク質のヌクレアーゼ活性を検討するため、 XPG、 FEN圃 1 共にヌクレアーゼ活性を有する
Flap 型基質に対する活性を見た。すると、全てのタンパク質で活性が見られた。高い相向性を持つ N- ドメインと 1-
ドメインは、相互交換しでも、構造特異的ヌクレアーゼ、活d性を失わなかったことが分かる。
これまでの研究により、 FEN-l は Flap 型基質の枝の部分をスライドする方法で、基質にアプローチしていること
が知られている。そこで、 FEN-l が Flap 型基質の枝の根本まで下りてこないよう改良した FlapX 型基質を用いて、
同様の検討を行った。その結果、ヌクレアーゼ活性を示すことのできないキメラタンパク質が存在した。そこで、こ
れらのキメラタンパク質と FlapX 型基質との結合を調べるためにゲルシフトアッセイを行った。すると、 FlapX 型
基質との結合に、タンパク質問で違いがあることが分かつた。さらに詳しく見てみると、より強く Flap X 型基質に
結合し、ヌクレアーゼ活性を有するのは、 1- ドメインが XPG 由来のタンパク質であることが分った。
これらのキメラタンパク質が、どの程度、 NER 活性を有しているかを検討した。その方法は、われわれがヒト染
色体 DNA 上における NER の分子機構を解明するために確立した、 SV40 ウイルスミニ染色体を用いる無細胞 NER
系である。この NER 系では G 群の患者由来の培養細胞より調製した細胞抽出液を用いて、紫外線照射されたミニ染
色体上の修復合成をアイソトープの取り込みによって検出している。実験結果より、全キメラタンパク質の中で、 XPG
が最も多く残されている F-GL 型タンパク質においてのみ、ポジティブコントロールで、ある XPG タンパク質と同程
度の取り込みが見られた。
今回のキメラタンパク質を用いた実験の結果から、ヌクレアーゼ活性をもつためには基質との結合性が重要であり、
各キメラタンパク質の基質認識を担っている領域は、 1- ドメインではないかと推測される結果となった。しかし、私
の実験系では、 1- ドメインとその下流の領域がセットとなっているため、 1- ドメインのみが基質認識に関与している
かどうかを結論づけることはできない。今後は、 1- ドメインよりも下流に存在する c- ドメイン (c 末端領域)を切断
したタンパク質や、 FEN-l で報告されている、ヌクレアーゼ活性を失う 1- ドメイン上の点突然変異体タンパク質など
を作成し、 1- ドメインがもっ機能についての検討を行いたいと思う。
論文審査の結果の要旨
生物は種々の DNA損傷に対応し、それらを修復する機構を備えているが、その中でもヌクレオチド除去修復 (NER)
は最も広範な種類の損傷に対して、損傷を切り出し、その部分を埋める反応を担っている。高発がん性ヒト遺伝的疾
患の一つ、色素性乾皮症 (XP) の G 群原因遺伝子産物である XPG タンパク質は、損傷の 3'側に切れ目を入れる反応
を担っている。一方、 XPG と類似の構造を持つ FEN-l タンパク質は、 NER には働かず、 DNA複製の岡崎フラグメ
ントの maturation と塩基除去修復のロングパッチ経路において損傷の切り出しに働いている。 XPG と FEN-l とい
う類似の構造を共有するエンドヌクレアーゼが、何故、異なる機能を示すのかは明らかでない。そこで著者はこれら
のキメラタンパク質を作成し、それぞれのヌクレアーゼ基質特異性や無細胞 NER 活性などを比較検討し、次のよう
な結果を得た。
ヒト XPG と FEN-1 に保存されている 2 つの保存領域、すなわち N末端側に存在する N- ドメインおよび真ん中付
近に存在する 1- ドメインを中心に、キメラのタンパク質を作製した。 Flap 型基質に対しては、すべてのキメラタンパ
ク質においてヌクレアーゼ活性が見られた。一方、 NER反応の中間体に近い bubble 型基質に対しては、 N- ドメイン
は FEN-1 のそれと置換することが出来たが、それ以外の部分は XPG タンパク質由来であることが重要であった。ま
た SV40 ワイルスのミニ染色体を用いた無細胞 NER 反応系を用いて NER での機能を調べたところ、やはり bubble
型基質を切断出来るキメラタンパク質が活性を示し、それ以外のタンパク質は活性をほとんど示さなかった。これら
の結果から、 XPG と FEN-l とで N- ドメインは機能的にもよく保存されていること、一方、 1- ドメインは基質の認識
に主要な役割を果たしていることが示唆された。
以上のように、本論文はヒト XPG タンパク質および FEN-l タンパク質に関して新たな知見を明らかにしており、
博士(薬学)の学位を授与するに相応しいものと考える。
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